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赤点石斑鱼促甲状腺激素 TSHβ 启动子的克隆及其在 
斑马鱼胚胎原始性腺和垂体中定位表达 
李辰昱  汪  洋  周  莉  桂建芳 
(中国科学院水生生物研究所, 淡水生态与生物技术国家重点实验室, 武汉 430072) 
摘要: 促甲状腺激素(Thyroid-stimulating hormone, TSH)具有调节生长, 发育, 代谢和生殖的功能, 但是在低
等脊椎动物中的功能研究较少。斜带石斑鱼(Epinephelus coioides) 促甲状腺激素 TSHβ 除在垂体中表达外还
在性腺中表达, 进一步发现 TSHβ 也在赤点石斑鱼(Epinephelus akaara)性腺中表达。且在人工诱导的赤点石
斑鱼中, 随着雄性化的转变, TSHβ 转录水平升高。为研究石斑鱼 TSHβ 特殊表达方式的调控机制, 采用基因
组步移技术扩增获得赤点石斑鱼 TSHβ 5′端序列共 5112 bp。将 1864 bp核心片段顺向克隆到 pBK-TOL2载体
中, pTSHβ-TOL2重组质粒与转座酶 mRNA共注射斑马鱼一细胞期受精卵。Western blot结果显示, 在受精后
10h 的尾芽胚中可检测到 GFP 的表达, 胚体晚期 GFP 表达量最高。荧光显微镜追踪观察发现, 受精后
12—30hpf (Hours post fertilization)观察到 GFP在原始生殖细胞(PGC)区域表达; 36hpf—7dpf观察到 GFP除在
PGC区域表达外还在垂体中表达。由此可见, 赤点石斑鱼 TSHβ 5′端 1864 bp的序列具有特异定位的启动子
活性。 
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早在 1920 年, 促甲状腺激素(Thyroid-stimula- 
ting hormone, TSH)已被发现具有促进甲状腺生长的
功能[1,2]; 后经研究显示, TSH为 28–30 kD的糖蛋白, 
由 α和 β两个独立亚基构成[3]。α亚基非常保守, 而
β亚基的功能随物种特异[4]。在哺乳动物中, 垂体分
泌 TSH, 一方面受下丘脑分泌的促甲状腺激素释放
激素(Thyrotropin-releasing hormone, TRH)的促进影
响, 另一方面又受到甲状腺素(Thyroid hormone)反
馈性的抑制影响 [5,6], 二者互相拮抗 , 组成下丘脑-
垂体-甲状腺轴。TSH通过调节甲状腺的生长和功能
进而调节生长, 发育, 代谢和生殖[7—11]。TSHβ和其
受体在哺乳动物中已被深入研究, 但在低等脊椎动
物中还鲜有报道。 
赤点石斑鱼(Epinephelus akaara)与斜带石斑鱼
(Epinephelus coioides) 隶属于属鳍科 (Serranidae) 
石斑鱼属(Epinephelus)。由于生长快、食物转化迅速
以及市场销售价格高, 因而潜力巨大[12]; 同时人工
繁殖与育苗技术难度也较大[13]。最近几年, 虽然在
人工繁育方面已经取得初步成果, 但离稳定批量生
产种苗的目标尚有相当差距[14]。低等动物中存在一
些性反转现象[15], 石斑鱼个体发育进程中存在先雌
后雄的性反转现象。尽管已经进行了一些繁殖生物
学研究以及运用激素诱导石斑鱼性反转的实验 [16], 
但主要集中于性腺组织学的研究[17], 对性反转的分
子机制知之甚少。揭示石斑鱼性反转的分子机制 , 
发展生殖调控的高新技术, 是解决制约石斑鱼养殖
业发展瓶颈的关键之一[18]。为此, 我们实验室已经
从斜带石斑鱼和赤点石斑鱼中鉴定了多个重要的与
性别分化和性反转相关的基因, 如 TSHβ[19], GTHα, 
FSHβ and LHβ[20], Sox3[21], Dmrt1[22]和 Cyp19a1a[23]
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等, 并对这些基因进行了表达特征和内分泌调控机
制研究[24]。  
有趣的是, 我们在研究斜带石斑鱼 TSHβ时, 首
次发现其 TSHβ 除在垂体中表达外还在性腺中表达, 
且随着雄性化的转变, TSHβ转录水平升高[19]。为进
一步探讨 TSHβ 与性腺发育的关系, 本研究试图从
赤点石斑鱼中克隆鉴定 TSHβ 的启动子, 并采用绿
色荧光蛋白(GFP)作为报告基因 , 利用显微注射的
方法, 获得了赤点石斑鱼 TSHβ 启动子驱动 GFP 在
原始性腺和垂体中特异表达的斑马鱼, 验证了石斑
鱼 TSHβ 既在垂体也在性腺中表达。 
1  材料与方法 
1.1  实验用鱼 
实验用斑马鱼(Danio Rerio)为AB品系, 由本实
验室养鱼房饲养。喂养方案按照 Zebrafish Book 描
述进行[25]。照明 14h、黑暗 10h 交替, 雌雄两组分
别饲育, 定时喂以饵料。获取胚胎将一雌三雄混合, 
收集的胚胎培养于 28.5℃隔水式培养箱中, 按已描
述的形态特征区分发育阶段[26]。 
1.2  克隆启动子序列 
用 Genome Walker 试剂盒(Clontech), 以基因
特异引物 GSP1 和人工接头引物 AP1对 TSHβ基因
的启动子进行扩增, 首轮 PCR 扩增的参数为：94℃
变性 25s, 72℃延伸 4min, 7个循环后改为 94℃变性
25s, 67℃延伸 4min, 继续进行 32个循环终止。将第
一轮 PCR 产物稀释 50倍, 取 1 μL作为第二轮 PCR
反应的模板, 用基因特异引物 GSP2 和人工接头引
物 AP2进行 PCR反应, 同样的方法共经过 5轮的扩
增后, 获得石斑鱼 TSHβ 启动子片段, 进行鉴定和 
测序。 
1.3  引物设计及载体构建 
用于构建载体 F引物设计 KpnⅠ酶切位点, R引
物设计 XhoⅠ酶切位点。启动子片段(−1864— −1 bp)
顺向插入到 pBK-TOL2载体 KpnⅠ和 XhoⅠ位点间,  
得到 pTSHβ-TOL2重组质粒。 
1.4  显微注射 
收集斑马鱼受精卵若干, 用 0.25%胰酶溶液脱
膜, 将质粒与转座酶 mRNA共注射于一细胞期受精
卵动物极区域中, 每个胚胎大约注射 80 pg质粒, 10 
pg转座酶 mRNA。注射后的鱼卵于 Holtfreter 液中
继续培养。显微注射后的胚胎在 Leica 荧光显微镜
下定期观察, 照像。 
1.5  Western blot 
显微注射后 8、10、12、24、36、48h取样, 每
个时期取 30个胚胎, 使用 deyolk buffer去卵黄, 300 
r/min 离心收集沉淀 , −80℃冻存。蛋白样品经
SDS-PAGE分离后转移至 PVDF膜。5%脱脂牛奶(溶
于 TBST中)封闭 1h, 以 1 500∶ 比例加入抗 GFP抗
体, 室温反应 1h。TBST (25mmol/ L Tris-HCl pH 7.5, 
150mmol/ L NaCl, 0. 1% Tween20) 洗涤 3次, 1︰1000 
加入碱性磷酸酶标记的羊抗兔抗体(Vector), 室温
1h, 洗去二抗后在 BCIP/NBT (Promega) 底物中显
色。以抗 β-actin 抗体(Santa Cruze) 检测各样品中
β-actin的表达为内参。 
2  结  果 
2.1  赤点石斑鱼 TSHβ 启动子的克隆和分析 
通过Genome Walker 技术, 经过五轮 PCR扩增
后 , 获得 5.1 kb 条带 , 凝胶回收后连入 pGEM-T 
Easy (Promega)。双向测序得到 5112 bp的 TSHβ 启
动子片段(图 1), 用 TESS软件(http://www.cbil.upenn. 
edu/cgi-bin/tess/)分析这段序列中所含的顺式作用元
件, 发现 CTCF、PPAR、HNF-3、GATA-1、MBF-1
等转录因子结合位点(图 1)。  
2.2  Western blot检测 
共注射 pTSHβ-TOL2 质粒和转座酶 mRNA 后
8、10、12、24、36、48h取样, 每个时期取 30个胚
胎, 以 GFP抗体检测胚胎内 GFP蛋白表达情况, 以
各样品中 β-actin的表达为内参。GFP蛋白分子质量 
 
表 1  实验所用引物序列 
Tab. 1  Primers used for all the experiments 
引物 Primers 序列 (5′-3′) Sequences 作用 Function 
TSHpF GGT ACC CTATAAAGATCAGCTCACG Gene cloning 
TSHpR CTCGAGGTTGAGCAATGGTATTTTTCC Gene cloning 
GFP-F GGTCCTTCTTGAGTTTGTAAC Gene cloning 
GFP-R CGTCGCCGTCCAGCTCGACCAG Gene cloning 
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图 1  石斑鱼 TSHβ 启动子序列 
Fig. 1  Sequence of the promoter regions of Epinephelus akaara TSHβ gene 
起始密码子 ATG用黑框标出,转录因子结合位点用下划线标出 
The first ATG codon are boxed. Sequences of the putative binding sites of the transcription factors are underlined 
 
 
 
图 2  Western blot检测胚胎中 GFP蛋白 
Fig. 2  Western blot analysis of GFP protein expression in differ-
ent stage embryos 
 
为 27 kD, 内参 β-actin蛋白分子质量为 45 kD。检测
结果(图 2)表明：在受精后 10h 的尾芽胚中可检测
到 GFP 的表达, 体节期表达量显著增加, 胚体晚期
GFP表达量最高。 
2.3  赤点石斑鱼 TSHβ 启动子驱动 GFP 在斑马鱼
胚胎和幼鱼中表达 
共注射 pTSHβ-TOL2 质粒和转座酶 mRNA,  
荧光显微镜观察到 GFP在斑马鱼胚胎表达。斑马鱼
胚胎 12、16、18、24、30、3、48hpf (Hours post 
fertilization)分别处于胚胎发育的 6体节期、14体节
期、18体节期、prim-6期、prim-16期、long pec期。
追踪观察发现, 受精后 1h 即可见 GFP 表达(图 3A), 
18hpf 可见 GFP 表达于卵黄与背部之间(图 3C), 
12—30hpf GFP 表达于原始生殖细胞 (Primordial 
germ cell, PGC)区域(图 3A-E), 36hpf—7dpf GFP 除
在 PGC 区域表达外还在部分胚胎垂体中表达(图
3F-I)。 
2.4  GFP在垂体和 PGC区域表达的统计分析 
共注射 pTSHβ-TOL2质粒和转座酶 mRNA 36h
后, 观察到 GFP除在 PGC区域中表达外, 还在部分
胚胎垂体中表达(图 4), 统计结果(表 2)：90.9%以上
胚胎观察到 GFP 特异表达, 其中 GFP 在只在 PGC
区域表达的胚胎(图 4A)为 58.6%, 在垂体和 PGC区
域都表达的胚胎(图 4B)为 27.8%, GFP在只在垂体中
表达的胚胎(图 4C)为 4.5%。结果表明石斑鱼 TSHβ
启动子主要驱动GFP在 PGC区域特异表达, 同时也
在垂体中表达。 
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图 3  GFP在斑马鱼不同发育时期胚胎和幼鱼中表达 
Fig. 3  Lateral view of GFP expression in zebrafish at different developmental stages 
A. 受精后 12h; B. 受精后 16h; C. 受精后 18h; D. 受精后 24h; E. 受精后 30h; F. 受精后 36h; G. 受精后 48h; H. 受精后 5d; I. 受精后 7d 
A. 12 hours postfertilization (hpf); B. 16 hpf; C. 18 hpf; D. 24 hpf; E. 30 hpf; F. 36 hpf; G. 48 hpf; H. 5days postfertilization (dpf); I. 7 dpf 
 
 
 
图 4  TSHβ 启动子驱动绿色荧光蛋白在斑马鱼胚胎中表达 
Fig. 4  Expression of GFP in zebrafish embryos directed by TSHβ promoter 
A. GFP只在 PGC区域表达; B. GFP 在垂体和 PGC区域都表达; C. GFP只在垂体表达 
A. GFP expression in the PGC; B. GFP expression in the pituitary and PGC; C. GFP expression in the pituitary 
 
表 2  显微注射 pTSHβ-TOL2 载体 36h 后 GFP 在 PGC 区域和垂体中表达数目和比例 
Tab. 2  The percentage and number of expressed GFP in 36 hpf Embryos Injected with Construct pTSHβ-TOL2 
克隆 
Clone 
总胚胎(次) 
Total Embryos (times) 
GFP表达 
GFP expression 
(%) 
只 PGC区域表达
GFP expression in 
the PGC (%) 
PGC区域和垂体中都表达 
GFP expression in the pitui-
tary and PGC (%) 
只垂体中表达 
GFP expression in the 
pituitary (%) 
pTSHβ-TOL2 133 (3) 121 (90.9%) 78 (58.6%) 37 (27.8%) 6 (4.5%) 
 
3  讨  论 
自 1920 年首次发现促甲状腺激素能促使甲状
腺合成并分泌甲状腺激素以来[1,2], 人类开展了一系 
列的研究工作。在哺乳动物中其调控通路研究已有
一定研究[5,6]。近来, 在一些脊椎动物中, TSH 基因 
已经被克隆和鉴定[27]。然而, 在低等脊椎动物尤其 
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是鱼类中, TSH基因的功能和调控机制知之甚少[28]。
本实验室汪洋等在研究斜带石斑鱼 TSHβ 时, 首次
发现其 TSHβ 除在垂体中表达外还在性腺中表达, 
进一步发现 TSHβ 也在赤点石斑鱼 (Epinephelus 
akaara)性腺中表达。且在人工诱导的赤点石斑鱼中, 
随着雄性化的转变, TSHβ 转录水平升高[19]。为进一
步探讨 TSHβ 与性腺发育的关系, 本研究从赤点石
斑鱼中克隆鉴定 TSHβ 的启动子, 并采用绿色荧光
蛋白(GFP)作为报告基因, 利用显微注射的方法, 获
得了赤点石斑鱼 TSHβ 启动子驱动 GFP在原始性腺
和垂体中特异表达的斑马鱼, 验证了石斑鱼 TSHβ既
在垂体也在性腺中表达的发现。石斑鱼 TSHβ 基因及
其启动子在性腺中的独特表达特征, 意味着 TSHβ在
石斑鱼的早期生殖调控中可能具有特殊的作用。 
追踪观察发现, 受精后 12h 即可观察到绿色荧
光, 持续到 7d仍可稳定观察到。12—30hpf 绿色荧
光位于 PGC 区域, 36hpf—7dpf 除在 PGC 区域外还
在垂体中观察到绿色荧光。采用 Western blot 的方
法检测更早期的胚胎中的 GFP 蛋白, 结果表明：受
精 10h后尾芽期即检测到 GFP的表达, 体节期表达
量显著增加, 胚体晚期表达量最高。而斑马鱼胚胎
PGC形成和迁移位于十个体节到 24hpf时期, 斑马鱼
垂体形成和迁移位于 26—48hpf时期。这说明石斑鱼
TSHβ启动子驱动GFP在斑马鱼胚胎的表达与斑马鱼
PGC和垂体形成和迁移的过程同步。推测 TSHβ 启动
子与斑马鱼早期性腺发育和垂体发育可能相关。 
1.8 kb 的 TSHβ 启动子核心片段具有特异定位
的启动子活性, 软件预测发现在−1844— −1 启动子
片段范围内包含一系列转录因子结合位点, 其中包
括 CTCF、PPAR、HNF-3、GATA-1、MBF-1 等。
TSHβ 启动子的表达与哪种特异的转录因子相互作
用仍有待进一步的研究。 
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CLONING OF RED-SPOTTED GROUPER TSHβ PROMOTER  
AND ITS LOCALIZATION EXPRESSION IN PRIMITIVE GONAD  
AND PITUITARY OF ZEBRAFISH EMBRYOS 
LI Chen-Yu, WANG Yang, ZHOU Li and GUI Jian-Fang 
(State Key Laboratory of Freshwater Ecology and Biotechnology, Institute of Hydrobiology,  
Chinese Academy of Sciences, Wuhan 430072, China) 
Abstract: Thyroid-stimulating hormone (TSH) regulates the growth and function of thyroid for formation of thyroid 
hormones, which are involved in regulation of growth, development, metabolism and reproduction. TSHβ and their thy-
roidal receptors have been investigated extensively in mammals, but comparative studies were considerably less in 
lower vertebrates. Our lab had cloned and characterized the full-length cDNA encoding thyroid-stimulating hormone 
β-subunit (TSHβ) from orange-spotted grouper (Epinephelus coioides), and first reported TSHβ expressed in the gonads 
of any vertebrates in addition to the expected expression in the pituitary. Further analysis found that TSHβ also ex-
pressed in the gonads of the red-spotted grouper (Epinephelus akaara). To elucidate the mechanisms regulating TSHβ 
expression, we isolated a 5.1kb fragment of the 5’-flanking region of TSHβ promoter from red-spotted grouper by Ge-
nome walking. 1.8 kb of this upstream region was used to produce GFP reporter construct (pBK-TOL2) for analysis of 
tissue-specific expression in zebrafish embryos. During 12—30hpf stage, GFP expressed in the PGC; 36hpf—7dpf stage, 
GFP expressed not only in the PGC but also in pituitary. Western blot analysis showed that GFP protein was detected 
early in the 10hpf stage embryos. 
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